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RESUME

Dans un article précédent, nous avons montré que la compétition pour le fer joue un réle dans le mécanisme
de résistance des sols de Chateaurenard. L’objet de cet article est donc d’apprécier la participation des Pseudo-
monas fluorescents a cette compétition.

Les populations de Pseudomonas fluorescents du sol résistant de Chateaurenard et du sol sensible de Carque-
fou sont comparées pour leur densité dans la terre adhérente (rhizoplan) ou non aux racines et pour leur apti-
tude 4 se développer en milieu carencé en fer. Les sols sont cultivés et maintenus a 3 valeurs différentes de
potentiel hydrique : pF 1, pF 2,5 et pF 4.

Au sein de la microflore aérobie totale, la fréquence de Pseudomonas fluorescents est 7 a 8 fois plus faible
dans le sol résistant que dans le sol sensible. L’effectif des populations bactériennes, plus élevé dans le rhizo-
plan que dans la terre, varie peu avec les valeurs de potentiel hydrique auxquelles sont maintenus les sols. Les
souches de Pseudomonas fluorescents collectées lors des dénombrements bactériens sont cultivées en milieu
succinate additionné de concentrations croissantes de 8-hydroxyquinoléine. Chaque souche est caractérisée par
la concentration minimale inhibitrice (CMI) de ce ligand qui diminue la disponibilité en fer du milieu. Les
populations du rhizoplan et des sols & pF 1 et pF 2,5 sont respectivement mieux adaptées a la carence en fer
que celles de la terre sans racine et des sols a pF 4. Les populations de Pseudomonas du sol résistant sont par
ailleurs significativement plus sensibles a la carence en fer que celles du sol sensible.

La participation des Pseudomonas fluorescents a la compétition pour le fer et donc au mécanisme de résis-
tance des sols de Chateaurenard semble réduite. Iis sont en effet moins nombreux en valeur relative et moins
aptes a croitre en milieu carencé en fer que ceux du sol sensible de Carquefou.

Mots clés additionnels : Fer, 8-hydroxyquinoléine, compétition nutritive, potentiel hydrigue.

SUMMARY

Studies on the disease suppressiveness of soils. XV. — Comparison of the fluorescent Pseudomonas
population in a wilt-suppressive and a wilt-conducive soil.

In a previous paper, we showed that competition for iron plays a role in the mechanism of wilt suppressiveness
of the soils from Chateaurenard. The aim of the present work was to test the role of fluorescent Pseudomonas
in this competition. The bulk soil and rhizoplane populations of fluorescent Pseudomonas from a
Chateaurenard suppressive soil and from a Carquefou conducive soil were compared in this respect and also
for their ability to grow in a low iron-content medium. In addition, they were maintained at three different
levels of hydric potential : pF 1, pF 2.5 and pF 4. The percentage of fluorescent Pseudomonas in the total
aerobic microflora was 7 or 8 times lower in the suppressive soil than in the conducive soil. The size of the
bacterial population, higher in the rhizoplane than in the bulk soil, depended on the soil matric potential. The
strains of fluorescent Pseudomonas collected during bacterial counting were grown on a succinate medium
containing increasing concentrations of 8-hydroxyquinoline. Each strain was characterized by its inhibitory
minimal concentration (IMC) of this ligand, which decreases iron availability in the medium. The populations
trom the rhizoplane and from the soils maintained at pF 1 and pF 2.5 were better adapted to iron deficiency
than those from the bulk soil and from the soils maintained at pF 4. The populations of fluorescent
Pseudomonas from the suppressive soil were significantly more sensitive to iron deficiency than those from the
conducive soil. The participation of fluorescent Pseudomonas in competition for iron and also in the
suppressiveness of the Chateaurenard soils seems limited, in so for as their relative level and ability to grow in
an iron-deficient medium was lower than those from the conducive soil of Carquefou.

Additional key words : Iron, 8-hydroxyquinoline, competition for nutrients, matric potential.
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I. INTRODUCTION

Dans un article précédent (LEMANCEAU ef al., 1987)
nous avons démontré que la compétition pour le fer
est un des phénoménes qui conditionnent le niveau de
réceptivité des sols aux fusarioses vasculaires. En
effet, I’apport d’un ligand (EDDHA) a forte affinité
pour le fer diminue la gravité de la maladie alors que
I’apport de fer chélaté a EDTA augmente la gravité de
la fusariose et ceci aussi bien dans le sol résistant de
Chateaurenard que dans le sol sensible de Carquefou.
Ces résultats sont comparables & ceux obtenus dans
les sols de Salinas Valley par SCHER & BAKER (1982)
qui attribuent aux populations de Pseudomonas fluo-
rescents I’intense compétition pour le fer, responsable
de la résistance de ces sols. Dans des conditions de pH
élevé et de faible concentration en fer facilement
extractible, les Pseudomonas fluorescents produisent
des sidérophores, les pyoverdines, qui forment avec le
fer ferrique (Fe III) des complexes stables (MEYER &
ABDALLAH, 1978). L’affinité pour I’ion Fe III des
pyoverdines étant supérieure a celle des fusarinines,
sidérophores produits par les Fusarium (EMERY, 1965)
ces derniers sont incapables de se procurer dans le
milieu le fer indispensable a la germination des
chlamydospores et a I’allongement des tubes germina-
tifs (SNEH ef al., 1984 ; ELAD & BAKER, 1985). SCHER
& BAKER (1980, 1982) ont ainsi pu augmenter le
niveau de résistance de certains sols, soit par apport
de chélates de synthése, soit par introduction de Pseu-
domonas fluorescents.

Aprés avoir démontré précédemment en utilisant
des chélates de synthése que la disponibilité en fer
conditionne le niveau de réceptivité aux fusarioses du
sol sensible de Carquefou et du sol résistant de Cha-
teaurenard, il est indispensable d’analyser les popula-
tions de Pseudomonas de ces deux sols. Les popula-
tions sont comparées a la fois sur le plan quantitatif et
sur le plan qualitatif. Il est en effet démontré que
I’intensité de la synthése des sidérophores varie selon
les souches de Pseudomonas fluorescents étudiées
(LEMANCEAU & SAMSON, 1983) et que ’affinité pour
le fer des sidérophores dépend de leur structure chimi-
que (TEINTZE et al., 1981 ; DEMANGE et al., 1986 ;
MEYER et al., 1987). 1l est donc utile de caractériser
I’activité des populations de Pseudomonas fluores-
cents des sols résistant et sensible pour évaluer leur
contribution au phénoméne de compétition pour le fer
et donc aux mécanismes de réceptivité des sols aux
fusarioses vasculaires. .

II. MATERIEL ET METHODES
A. Sols et conditions expérimentales

Les caractéristiques des sols résistant de Chateaure-
nard et sensible de Carquefou ont été présentées pré-
cédemment (LEMANCEAU ef al., 1988b). Le potentiel
hydrique des sols étant un facteur écologique suscepti-
ble de modifier I’équilibre des populations bactérien-
nes, toutes les expérimentations ont été réalisées dans
des conditions d’humidité contrdlée. La figure 1 indi-
que pour chacun des deux sols, la teneur pondérale en
eau, exprimée en g d’eau par g de sol, correspondant
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Potentiel hydrique et teneur en eau du sol résistant de
Chateaurenard et du sol sensible de Carquefou. Moyennes de 3
répétitions suivies de leurs écarts types (1).

Matric potential and water content of the suppressive soil from
Chateaurenard and of the conducive soil from Carquefou. Means
of 3 replicates followed by their standard deviations (I).

a différentes valeurs de potentiel hydrique imposées
par dépression entre pF 1 et pF 2 et par pression de
pF 2,5 a pF 4.

Les sols sont répartis a raison de 500 ml par pot,
10 graines de lin, variété « Hera », sont semées et
I’humidité est ajustée par pesée a la valeur correspon-
dant a pF 2,5. Aprés I’émergence des plantules,
I’humidité des sols est amenée aux potentiels pF 1,
pF 2,5 et pF 4 selon les traitements, puis maintenue a
ces valeurs par pesée journaliére. La culture est réali-
sée pendant 4 semaines, en chambre climatisée, a une
température de 25 °C le jour, 20 °C la nuit, et a une
photopériode de 16 h.

B. Analyse des populations bactériennes

Les plantes étant arrachées, on analyse séparément
un échantillon de terre sans racine et un échantillon de
terre adhérente aux racines (rhizoplan). Les échantil-
lons de terre ou de racines grossierement nettoyées
sont agités pendant 1 h dans une solution dispersante
(OLIVIER & GUILLAUMES, 1976). Les dilutions succes-
sives de 10 en 10 sont effectuées dans ’eau stérile. La
dessiccation a 105 °C de la suspension mére permet
ensuite d’exprimer les résultats par le nombre de c.f.u.
(« colony forming unit ») par g de terre séche. Les
étalements sont réalisés sur le milieu B de King (KING
et al., 1954) pour le dénombrement de la flore bacté-
rienne aérobie « totale », sur le milieu B de King
additionné de cristal violet (2 mg/1) pour le dénombre-
ment des bactéries a réaction de Gram négative. Les
colonies de Pseudomonas fluorescents sont dénom-
brées sous lumiére ultra-violette (A = 366 nm). Pour
chaque traitement expérimental, on réalise 3 séries de
suspension-dilution. Pour chacune d’elles, les étale-
ments sont réalisés sur 4 boites de Petri, pour chaque
milieu. La lecture est effectuée aprés 4 j d’incubation
a2s°cC.
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Afin d’apprécier qualitativement Paptitude des
populations de Pseudomonas a se développer en
milieu carencé en fer, une collection comprenant res-
pectivement 51 et 56 souches pour les sols résistant et
sensible est constituée par isolement et purification de
8 4 10 colonies par traitement expérimental. Les diffé-
rentes espéces et biovars de Pseudomonas sont déter-
minés selon les critéres de PALLERONI (1984). L’apti-
tude des souches a se développer en milieu carencé en
fer est déterminée par culture sur milieu succinate
(MEYER & ABDALLAH, 1978) additionné de concen-
trations croissantes de 8-hydroxyquinoléine (2 a
128 ppm) ligand organique a forte affinité pour le fer
(SCHIPPERS ef al., 1986 ; LEMANCEAU et al., 1987).
Les cultures sont réalisées en plaques de microtitra-
tion, 4 cupules sont ensemencées pour chaque concen-
tration de ligand, la croissance bactérienne est mesu-
rée par turbidité (A = 650 nm) au lecteur automati-
que, 4 j aprés I’ensemencement. On détermine ainsi la
concentration minimum de 8-hydroxyquinoléine qui
inhibe la croissance des Pseudomonas (CMI). Les dis-
tributions des populations de Pseudomonas dans les
différentes classes de CMI sont comparées par le test
statistique 2 i (SOKAL & ROHLF, 1969).

R : Sol prélevé dans le rhizoplan

T : Sol prélevé entre les racines

SOL RESISTANT (CHATEAURENARD)

III. RESULTATS
A. Niveau des populations bactériennes

La figure 2 présente I’ensemble des résultats relatifs
aux densités des populations bactériennes totales, a
réaction de Gram négative et Pseudomonas fluores-
cents déterminées dans le rhizoplan et la terre des sols
résistant et sensible maintenues pendant 4 semaines a
3 valeurs différentes de potentiel hydrique. En ce qui
concerne la densité de la population bactérienne totale
il n’apparait pas de différence marquée ni en fonction
des sols, ni en fonction des valeurs de potentiel hydri-
que. Cependant, le niveau des populations bactérien-
nes est toujours légérement supérieur dans la terre
adhérente aux racines. Les populations a réaction de
Gram négative présentent les mémes tendances que les
populations totales. La densité des Pseudomonas fluo-
rescents ne semble pas différente selon le potentiel
hydrique des sols, mais elle est toujours plus impor-
tante dans la terre du rhizoplan. De plus, les Pseudo-
monas fluorescents semblent plus fréquents dans le sol
sensible de Carquefou que dans le sol résistant de
Chateaurenard ; leur densité par rapport a la flore
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Figure 2

Densité  des populations bactériennes du sol résistant
(Chateaurenard) et du sol sensible (Carquefou) maintenus
a différentes valeurs de potentiel hydrique. (Méme légende que
figure 1).

7
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Density of the bacterial populations of the suppressive soil
(Chateaurenard) and of the conducive soil (Carquefou) maintained
at different levels of matric potential. (Same legend as figure 1).
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bactérienne totale y est en moyenne 7 a 8 fois supé-
rieure.

B. Caractéristiques des populations de Pseudomonas

Les Pseudomonas fluorescents appartiennent aux
espéces P. putida et P. fluorescents, cette espéce étant
représentée par les biovars 2, 3 et surtout par le
biovar 5 (tabl. 1). L’espéce P. putida est mieux repré-
sentée dans le sol sensible que dans le sol résistant.

TABLEAU 1

Composition des populations de Pseudomonas fluorescents
du sol résistant de Chateaurenard et du sol sensible de Carquefou.

Composition of the populations of fluorescent Pseudomonas from
the suppressive soil of Chateaurenard and from the conducive soil
of Carquefou.

Pseudomonas fluorescens Pseudo-
Sols monas  Total

Biovar 2 Biovar 3 Biovar 5 putida

Résistant

(Chateaurenard) 10 35 29 26 100
Sensible
(Carquefou) — 6 53 42 100

La figure 3 indique pour chacun des sols, la réparti-
tion des souches de Pseudomonas dans chaque classe
de concentration minimale inhibitrice (CMI) de 8-
hydroxyquinoléine. Les populations de Pseudomonas
isolées du sol résistant et du sol sensible présentent
une distribution significativement différente au seuil
de 0,1 p. 100. Les classes qui possédent les effectifs les
plus importants sont respectivement 8 et 32 ppm de
8-hydroxyquinoléine pour le sol résistant et le sol sen-
sible. De plus, dans ce sol sensible, il existe des sou-
ches capables de se développer & la concentration de
128 ppm alors qu’en sol résistant aucune souche ne se
développe au-dela de 32 ppm.

La figure 4 présente la distribution dans les diffé-
rentes classes de CMI des populations de Pseudomo-
nas isolées du rhizoplan du lin ou de la terre dépour-
vue de racine des sols résistant et sensible. Selon les
sols, la plus grande sensibilité des populations du rhi-
zoplan a la 8-hydroxyquinoléine est significative (sol
de Chateaurenard, seuil 5 p. 100) ou non (sol de Car-
quefou).

La figure 5 montre I’influence du potentiel hydrique
sur la distribution des populations de Pseudomonas
en fonction de leur aptitude 4 se développer en milieu
carencé en fer. Les différences enregistrées entre pF 1
et pF 2,5 sont peu (sol résistant) ou pas (sol sensible)
significatives. Par contre, quel que soit le sol consi-
déré, les populations isolées des sols maintenus & pF 4
sont trés significativement (seuil 0,1 p. 100) plus sensi-
bles a la 8-hydroxyquinoléine que celles des sols culti-
vés a pF 1 ou a pF 2,5. Ainsi pour le sol de Chateau-
renard, les classes qui présentent Peffectif le plus
important sont 8 ppm a pF 1 et pF 2,5 et 4 ppm a
pF 4. Cette différence est encore plus marquée dans le
sol de Carquefou : 32 ppm a pF 1 et pF 2,5 contre
8 ppm a pF 4.
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Figure 3

Distribution des populations de Pseudomonas fluorescents du sol
résistant (Chateaurenard) et du sol sensible (Carquefou) selon leur
sensibilité a la 8-hydroxyquinoléine. (Méme légende que figure I).

Distribution of the fluorescent Psendomonas populations from the
suppressive soil (Chateaurenard) and from the conducive soil
(Carquefou) depending on their sensitivity to 8-hydroxyquinoline.
(Same legend as figure 1).

IV. DISCUSSION

L’objectif de ce travail était de comparer les popu-
lations bactériennes du sol résistant de Chateaurenard
et du sol sensible de Carquefou. Les résultats acquis
indiquent que les densités des populations bactérien-
nes totales et a Gram négatif sont analogues. Les
techniques de suspension-dilution utilisées sont peu
précises (LOPER et al., 1984) et ne permettent pas de
révéler tous les microorganismes du sol. Elles autori-
sent cependant les comparaisons entre traitements
expérimentaux. Les résultats obtenus confirment d’ail-
leurs une observation classique (DOMMERGUES &
MANGENOT, 1970) a savoir que les populations bacté-
riennes sont plus abondantes dans la terre adhérente
aux racines que dans la terre éloignée de la surface
racinaire. Ces résultats démontrent par ailleurs que les
Pseudomonas fluorescents sont plus abondants dans
Ie sol sensible de Carquefou que dans le sol résistant
de Chateaurenard. Ces indications sont difficiles a
comparer a celles d’autres auteurs car les études pre-
nant en considération ’ensemble de la population de
Pseudomonas fluorescents sont rares (SANDS &
ROVIRA, 1971 ; SAMSON et al., 1987 ; XU & CROSS,
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Figure 4

Distribution des populations de Pseudomonas fluorescents du
rhizoplan et de la terre selon leur sensibilité a la 8-
hydroxyquinoléine. (Méme légende que figure 1).

1986). Généralement, les travaux consacrés aux méca-
nismes de résistance des sols aux maladies considérent
la dynamique d’une souche particuliére de Pseudomo-
nas au niveau du sol ou de la rhizosphére (SCHER et
al., 1984 ; DUPLER & BAKER, 1984).

De nombreux travaux insistent sur le réle détermi-
nant de "humidité et de I’aération du sol sur le déve-
loppement de la microflore tellurique (GRIFFIN, 1969 ;
COOK & BAKER, 1983). En ce qui concerne les Pseu-
domonas, DUPLER & BAKER (1984) montrent que la
colonisation du sol est, pour une souche déterminée,
plus importante pour de fortes humidités du sol et
devient nulle au-dela de pF 2. Nos résultats n’indi-
quent aucune influence du potentiel hydrique sur la
densité des populations bactériennes analysées. Cette
stabilité apparente peut s’expliquer par la diversité des
populations naturelles étudiées qui occulte les varia-
tions individuelles de certaines souches. D’ailleurs
HOWIE et al. (1987) précisent que la sensibilité aux
variations du potentiel hydrique d’une souche intro-
duite est supérieure a celles des populations autochto-
nes. De plus, il faut remarquer que le potentiel hydri-
que des sols est un facteur difficile a maintenir a une
valeur déterminée, des variations importantes peuvent
étre enregistrées selon la méthodologie utilisée.

4 8 16 32 64 128 Classes de CMI

Distribution of the fluorescent Pseudomonas populations from the
rhizoplane and from the bulk soil depending on their sensivity to 8-
hydroxyquinoline. (Same legend as figure 1).

La comparaison quantitative des populations de
Pseudomonas a été complétée par la détermination de
leurs aptitudes respectives a se développer en milieu
carencé en fer. Cette aptitude a été appréciée par
I’emploi de concentrations croissantes de 8-
hydroxyquinol€¢ine, ligand ayant une forte affinité
pour le fer. Dés 1936, DUGAY signalait ’action bacté-
riostatique du sulfate double d’orthoxyquinoléine et
de potassium. Mais la compréhension du mode
d’action est plus récente (SOUSSY et al., 1977). 1l
repose sur le pouvoir chélateur de cette molécule qui
crée, dans le milieu, une carence en oligo-éléments
indispensables & la croissance des microorganismes.
L’intérét d’employer la 8-hydroxyquinoléine pour
sélectionner des Pseudomonas fluorescents stimulant
la croissance des plantes a été démontrée par SCHIP-
PERS ef al. (1986). Nous avons vérifié que I’inhibition
de la croissance des souches de Pseudomonas en pré-
sence de 8-hydroxyquinoléine est effectivement due a
la carence en fer. L’inhibition de croissance de 5 sou-
ches présentant des CMI de 4 a 64 ppm ne se mani-
feste pas en présence d’une forte concentration
(128 ppm) du chélate Fer-8-hydroxyquinoléine. La
détermination de la concentration minimum inhibi-
trice de 8-hydroxyquinoléine est donc bien un moyen
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Distribution des populations de Pseudomonas fluorescents des sols
maintenus a pF 1, pF 25, pF4 selon leur sensibilit¢ ¢ la 8-
hydroxyquinoléine. (Méme légende que figure 1).

d’apprécier I’aptitude des souches de Pseudomonas a
se développer en milieu plus ou moins carencé en fer.

Les résultats obtenus s’interprétent d’ailleurs logi-
quement par rapport a la disponibilité en fer des sols.
Plusieurs auteurs indiquent que la compétition pour le
fer est plus intense dans la rhizosphére que dans le sol
lui-méme (SNEH ef al., 1984 ; BAKER ef al., 1986). Les
résultats présentés figure 3 indiquent en effet que les
populations de Pseudomonas isolées de la terre asso-
ciée aux racines sont moins sensibles que celles du sol
& ’inhibition induite par la 8-hydroxyquinoléine. Elles
sont donc mieux adaptées a la compétition pour le
fer.

L’aération du sol, qui détermine le potentiel redox,
influence 1’équilibre fer ferreux/fer ferrique (LIND-
sAY, 1974). A pF 4, la porosité est essentiellement
occupée par l’air ; la disponibilité en fer ferrique est
plus importante qu’a pF 1. Les Pseudomonas isolés
du sol maintenu a pF 4 sont effectivement plus sensi-
bles a la 8-hydroxyquinoléine que ceux isolés du sol
maintenu a pF 1 ; ils sont donc moins aptes a la com-
pétition pour le fer.

Distribution of the fluorescent Pseudomonas populations from the
soils maintained at pF 1, pF 2.5, pF 4 depending on their sensivity
to the 8-hydroxyquinoline. (Same legend as figure 1).

Ces diverses observations indiquent que ces résultats
de laboratoire ont une réelle signification écologique.
Dans ce cas, il est surprenant de constater que les
populations de Pseudomonas isolées du sol résistant
de Chateaurenard sont globalement moins aptes a se
développer en milieu carencé en fer que les popula-
tions isolées du sol sensible de Carquefou. Cette diffé-
rence est manifeste quelles que soient les conditions
expérimentales (pF 1, pF 2,5 et pF4). Or, il a été
démontré que la concentration en fer facilement
extractible est, dans le sol de Chateaurenard, 15 fois
plus faible que dans le sol de Carquefou (LEMAN-
CEAU et al., 1988). 1l ne semble donc pas exister de
corrélation entre la faible disponibilité en fer des sols
de Chateaurenard et I’aptitude des souches de Pseudo-
monas a se développer en milieu carencé. La résis-
tance de ces sols ne serait donc pas due a l'activité
chélatrice du fer des Pseudomonas fluorescents.

Ces résultats sont a rapprocher de ceux de LOCK-
WOOD & SCHIPPERS (1984) montrant que dans les sols
ayant un niveau de fongistase élevé, le premier facteur
de sélection des microorganismes est la compétition
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pour P’énergie et non pas la compétition pour le fer.
Les sols de Chateaurenard possédent un niveau de
fongistase élevé et la compétition pour le carbone y
joue un rdle déterminant (ALABOUVETTE ef al., 1985).

On peut donc penser que la compétition pour le fer,
comme celle pour le carbone, est liée a ’abondance et
a Pactivité de la biomasse microbienne.
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